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^anOLONB CD, BUND F, D8RBN HERSTOXUNQ UND DBRBN VBRWENDUNQ ALS CYTOST ah era. 
MITTBL BZHT. ALS PH^AhQENSCHUIZMTrnBL "-"""uno Al-S CYTOSTATISCHB 



Die vorliegende Erfindung betrifft Epothilone C, D, E und F, 
deren Heratellung sowie deren Verwendung zur Heretellung von 
therapeutischen Mitteln und Mitteln fur den Pf lanzenschutz . 

Bpothilon* C und D 

Gemafi einer Ausfuhrungeform betrifft die Erfindung Epothilone [C 
und D] , die dadurch gewinnbar aind, dafl man 

(a) Sorangrium cellulosum DSM 6773 in Gegenwart einea Adeorber- 
harzes in an sich belcannter Weiae kultiviert, 

(b) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt und mit einem 
Wasaer/Methanol-Geraisch wascht, 

(c) das gewaachene Adsorberharz mit Metb>v a. s iui^ : und das 
Eluat zu einem Rohextrakt einengt, . 
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(d) das gewonnene Konzentrat mit Ethylacetat extrahiert, den 
Extrakt einengt und zwischen Methanol und Hexan verteilt, 

(e) die methanolische Phase zu einem Raf f inat einengt und das 
Konzentrat an einer Sephadex-S&ule fraktioniert , 

(£) eine Praktion mit Stof fwechselprodukten des eingesetzten 
Mikroorganisrous gewinnt, 

(g) die gewonnene Praktion an einer Cie-Umkehrphaee mir einem 
Methanol /Wasser-Gemisch chromatographiert und in zeitlicher 
Reihenfolge 

- nach einer ersten Fraktion mit Epothilon A und 

- einer zweiten Fraktion mit Epothion B 

- eine dritte Fraktion mit einem ersten we iter en Epothilon und 

- eine vierte Fraktion mit einem zweiten weiteren Epothilon ge- 
winnt und 

(hi) und das Epothilon der ersten weiteren Fraktion und/oder 
(h2) das Epothilon der zweiten weiteren Fraktion isoliert. 

Femer betrifft die Erfindung ein Epothilon [C] der Surnmenf ormel 
^26^39 N °5^' gekennzeichnet durch das 1 H- und 13 C-NMR-Spektrum 
gem&S Tabelle 1. 

Femer betrifft die Erfindung Epothilon C der Forroel: 



R 




O 



OH 



OH 



14 



Epothilon C 



R - H 
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Pemer betrifft die Erfindung Epothilon (DJ der Summenformel 
C27H4iN0 5 S, gekennzeichnet durch das X H- und 13 C-NMR-Spektrui 
gemafi Tabelle l. 

Perner betrifft die Erfindung Epothilon D der Pormel: 



Epothilon D R m CH3 

Epothilone C und D k6nnen zur Herstellung der Verbindungen der 
folgenden Formal 1 verwendet werden, wobei zu deren Derivati- 
sierung auf die in WO-A-97/19 086 beachriebenen Derivatiaie- 
rungsraethoden verwieaen werden kann. 



R 




O 



OH 




0 OR 1 0 



0R a 



at 



1 



In der vorstehenden Pornel 1 bedeuten: 



R - H, C 1 . 4 -Alkyl; 

R 1 , R 2 , R 3 , R«, r5 . H , C r . 6 -Alkyl, 
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c l - 6 " Acyl-Benzoyl , 
Ci . 4 -Trialkylsilyl , 
Benzyl , 
Phenyl , 
Ci-s-Alkoxy-, 

Cg- Alkyl-, Hydroxy- und Halogen- 
substituiertes Benzyl bzw. Phenyl; 
wobei auch zwei der Reate R 1 bis R 5 zu der Gruppierung -(CH 2 ) li- 
mit n - 1 bis 6 zusaramentreten k&nnen und es sich bei den in den 
Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn gradkettige oder 
verzweigte Reste handelt; 

Y und Z sind entweder gleich oder verschieden und stehen jeweils 
fir Wasserstoff, Halogen, wie F, Cl, Br oder J , Pseudohalogen, 
wie -N00, -NCS oder -N 3 , OH, 0- (C^ s ) -Acyl, 0- (C^g) -Alkyl, 0- 
Benzoyl. Y und Z k6nnen auch das O-Atom eines Epoxides sein, wo- 
bei Epothilon A und B nicht beansprucht werden, oder eine der C- 
C-Bindungen einer C«C-Doppelbindung bilden. 

So kann man die 12 , 13 -Doppelbindung selektiv 

- hydrieren, beispielsweise katalytisch oder roit Diirain, wobei 
man eine Verbindung der Fomel 1 mit Y - Z - H erhftlt? oder 

- epoxidieren, beispielsweise mit Ditnethyldioxiran oder einer 
Pers&ure, wobei man eine Verbindung der Formal 1 mit Y mit Z * - 
0- erhftlt; oder 

- in die Dihalogenide, Dipseudohalogenide oder Diazide urawan- 
deln, wobei man eine Verbindung der Formal 1 mit Y und Z • Hal, 
Pseudo-hal oder N3 erh&lt. 

Spothilone B und F 

Gemas einer weiteren Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung 
einen Biotransf ormant von Epothilon A, der dadurch gewinnbar 
ist, daS man 
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(a) Sorangium celluloawn DSM 6773 in Gegenwart eines Adsorber- 
harzes in an sich bekannter Heise kultiviert, vora Adsorber- 
harz abtrennt und gegebenenfalls die Gesamtmenge oder einen 
Teil der abgetrennten Kultur mit einer methanolischen Lfisung 
von Epothilon A versetzt, 

(b) die mit Epothilon A versetzte Kultur inkubiert und danach 
mit Adsorberharz versetzt, 

(c) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und das Bluat zu einem Rohextrakt einengt, 

(d) den Rohextrakt zwischen Ethylacetat und Nasser verteilt, die 
Ethylacetat- Phase abtrennt und zu einem 6l einengt, 

(e) das 01 an einer Dtnkehrphase unter folgenden Bedingungen 
chromatographiert : 

Saulenmaterial : Nucleosil 100 C-18 7 urn 
SaulenmaSe: 250 x 16 mm 
Laufmittel: Methanol/Hasser - 60 : 40 
FluS: 10 ml/min 

und Praktionen mit einem Gehalt an Biotransf ormant , die sich 
durch UV-Loschung bei 254 nm detektieren las sen, mit einem R t - 
Wert von 20 min abtrennt und den Biotranaformanten isoliert. 

Pernor betrifft die Erfindung einen derartigen Biotransformant 
voh Epothilon A, der dadurch gewinnbar ist, daS man bei Stufe 

(a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr Tage alt 
ist. 

Perner betrifft die Erfindung einen derartigen Biotransformant 
von Epothilon A, der dadurch gewinnbar ist, daS man bei Stufe 

(b) ein od r zwei oder mehr Tage inkubiert. 
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Feraer betrifft die Erfindung eine Verbindung der Suramenf onnel 
C26 H 39 N °7 S » gekennzcichnet durch folgendes 1 H-MMR-Spektrum (300 
MHz, CDC1 3 ): delta - 2.38 (2-H a ) , 2.51 <2-H b ), 4.17 (3-H) , 3.19 
(6-H), 3.74 (7-H), 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 11-H 2 ) , 2.89 
(12-H), 3.00 (13-H), 1.88 (14-H a ) , 2.07 (14-H b ) , 5.40 (15-H) , 
6.57 (17-H), 7.08 (19-H) , 4.85 (21-H 2 ) , 1.05 (22-H 3 ) , 1.32 (23- 
H 3 ), 1.17 (24-H 3 ), 0.97 (25-H 3 ), 2.04 (27-H 3 ) 

Femer betrifft die Erfindung eine Verbindung (Epothilon E) der 
Forme 1 : 



Epothilon E R » H 

Gemafi einer weiteren Ausfuhrungsforra betrifft die Erfindung 
einen Biotransformant yon Epothilon B, der dadurch gewinnbar 
1st, dafi man 

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 in Gegenwart eines Adsorber- 
harzes in an sich bekannter Weise kultiviert, vom Adsorber- 
harz abtrennt und gegebenenfalls die Gesamtmenge oder einen 
Teil der abgetrennten Kultur mit einer methanoliechen L6sung 
von Epothilon B versetzt, 




R 

9kJ 



0 



OH O 
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(b) die mit Epothilon B versetzte Kultur inkubiert und danach 
tnit Adsorberharz versetzt, 

(c) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und das Eluat zu einem Rohextrakt einengt, 

(d) den Rohextrakt zwischen Ethylacetat und Wasaer verteilt, die 
Ethylacetat- Phase abtrennt und zu einem 6l einengt, 

(e) das 61 an einer Umkehrphase unter folgehden Bedingungen 
chromatographiert : 

Saulenmaterial : Nucleosil 100 C-18 7 /tm 
Saulenmafie: 250 x 16 mm 
Laufmittel: Methanol /Wasser - 60 : 40 
FluS: 10 ml/min 

und Fraktionen mit einem Gehalt an Biotransformant, die sich 
durch UV-Ldschung bei 254 nm detektieren lassen. mit einem R t - 
Wert von 24,5 rain abtrennt und den Biotransformanten isoliert. 

Ferner betrifft die Brfindung einen derartigen Biotransformant 
von Epothilon B, der dadurch gewinnbar ist, daS man bei stufe 

(a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr Tage alt 
ist. 

Ferner betrifft die Brfindung einen derartigen Biotransformant 
von Epothilon B, der dadurch gewinnbar ist, dafi man bei Stufe 

(b) ein oder zwei oder mehr Tage inkubiert. 

Ferner betrifft die Brfindung eine Verbindung der Summenformel 
C27H41NO7S, gekennzeichnet durch folgendes 1 H-NMR-Spektrum (300 
MH Z , C3)C1 3 ): delta - 2,37 (2-H a ). 2.52 (2-H b ) , 4.20 (3-H) , 3.27 
(6-H), 2_. Ti, <7-H), 1.30 - 1.70 (8-«, 9-H 2l 10-H 2 , 11-H 2 ) , 2.78 
(13-H), 1.91 (14-H), 2.06 (14-H b ) . 5.42 (15-H) , 6.58 (17-H) , 
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7.10 (19-H), 4.89 (21-H 2 ), 1-05 (22-H 3 ) , 1.26 (23-H 3 ), 1.14 (24- 
H 3 ), 0.98 (25-H 3 ), 1.35 (26-H 3 ) , 2.06 (27-H 3 ) . 

Ferner betrif f t die Erf indung eine Verbindung (Epothilon F) der 
Formel: 



Epothilon F R o CH 3 
Herstellung und Kittel 

Die erfindungegemftfien Verbindungen bzw. Epothilone sind mit den 
vorstehend angeftthrten Mafinahmen gewinnbar. 

Die Erf indung betrif ft ferner Mittel fflr den Pf 1 anz ens chut z in 
Landwirtschaft, Forstwirtschaf t und/oder Gartenbau, bestehend 
aus einem oder mehreren der vorstehend aufgefQhrten Epothilone 
C, D, E und F bzw. bestehend aus einem oder mehreren der vorste- 
hend aufgefdhrten Epothilone neben einem oder mehreren flblichen 
TrAger (n) und/oder Verdfinnungsmittel (n) . 

SchlieSlich betrif ft die Erf indung therapeutische Mittel, beste- 
hend aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefdhrten Verbin- 
dungen oder einer oder mehreren der vorstehend aufgefihrten Ver- 
bindungen neben einem oder mehreren ttblichen TrSger(n) und/oder 
Vf^annungsmitteJ^n) . r Diese Mittel kfinnen insbesondere cytotoxi- 
s*£?*?hAktivit&ten zeigen und/oder Immunsuppression bewirken 




8 
9«J 
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und/oder zur BekAmpfung maligner Tumore eingeeetzt warden, wobei 
sie besonders bevorzugt als Cytostatika vcrwendbar sind. 

Die Erf indung wird im folgenden durch die Beschreibung von eini- 
gen ausgewShlten Ausfflhrungabeiapielen n&her erliutert und be- 
schrieben . 



Beiapiele 

Beiapiel It 
Bpothilon* C und D 

A. Produktionaatamm und Kulturbedingungen entaprechand dam Bpo- 
thilon Baaiapatent DK-B-41 38 042. 

B. Produktion ait DSM 6773 

75 1 Kultur werden wie ira Baaiapatent beachrieben angezogen und 
zum Animpf en einea Produktionafermentera mit 700 1 
Produktionsmedium aus 0.8 % St&rke, 0.2 % Glukose, 0.2 * Soya- 
mehl, 0.2 % Hefeextrakt, 0.1 % CaCl 2 x 2H 2 0, 0.1 % MgS0 4 x 7H 2 0, 
8 rog/1 Fe-EDTA, pH - 7.4 und optional 15 1 Adaorberharz Amber - 
lite XAD-16 verwendet. Die Fermentation dauert 7-10 Tage bei 
30 C, BeMftung mit 0.1 NL/ra 3 . Durch Regulierung der Drehzahl 
wird der p0 2 bei 30 % gehalten. 

C. Iaolierung 

Das Adaorberharz wird rait einem 0.7 m 2 , 100 raesh ProzeSfilter 
von der Kultur abgetrennt und durch Waachen roit 3 Bettvolumen 
V T ;^^fer/l^rhanol 2:1 von pol^rcn Begleitstoffen befreit. Durch 

. uien ^ & Bettvolumen Methanol wird ein Rohextrakt gewonnen, 
ck^ i. V«c. bis zum Auftreten der Waeserphaee eingedampft wird. 
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Diese wird dreimal mit dem gleichen Voluraen Ethylacetat extra- 
hiert. Eindampfen der organischen Phase ergibt 240 g Rohextrakt, 
der zwischen Methanol und Heptan verteilt wird, urn lipophile Be- 
gleitstoffe abzutrennen. Aus der Methanolphase werden durch Ein- 
dampfen i. Vak- 180 g Raffinat gewonnen, das in drei Portionen 
Ober Sephadex LH-20 (S&ule 20 x100 era, 20 ml/min Methanol) 
fraktioniert wird. Die Bpothilone sind in der mit 240 - 300 rain 
Retentionszeit eluierten Fraktion von insgesamt 72 g enthalten. 
Zur Trennung der Epothilone wird in drei Portionen an Lichrosorb 
RP-18 (15 fin, SSule 10 x 40 cm, Laufmittel 180 ral/min Metha- 
nol /Wasser 65:35) chromatographies. Nach Epothilon A und B wer- 
den mit R t - 90-95 rain Epothilon C und 100-110 min Epothilon D 
eluiert und nach Eindampfen i. Vak. in einer Ausbeute yon je- 
weils 0.3 g als farblose die gewonnen. 

D. Physikalische Kigenschaf ten 




Epothilon C R « H 
Epothilon D R - CH3 

Epothilon C 

C26H39NO5S 1^77] 

ESI-MS: (T^C^iv 1^ : 478.5 fte tM+H] + 
1H und 13C siehe NMR-Tabelle 
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DC:Rf « 0,82 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck, Laufmittel: Dichlormethan/Methanol = 

9:1 

Detektioh: UV-L&schung bei 254 nnw Ansprfihen mit Vanillin-Schwe- 
fels§ure-Reagenz, blau-graue Anffirbung beim Erhitzen 
auf 120 °C. 

HPLC:R t - 11,5 min 

S&ule: Nucleosil 100 C-18 7pm, 125 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol/Wasser - 65:35 
FluB: 1ml /min 
Detection: Diodenarray 

Bpothilon D 

C27H41NO5S [491] 

ESI-MS: (positiv Ionen): 492,5 fiir [M+HJ + 
1H und 13C siehe NMR-Tabelle 
DC:Rf ■ 0,82 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck, Laufmittel: Dichlormethan/Methanol « 

9:1 

Detektion: UV-L6schung bei 254 nm. AnsprOhen rait Vanillin-Schwe- 
felsiure-Reagenz, blau-graue Anf&rbung beim Erhitzen 
auf 120 °C. 

HPLC:R t « 15,3 min 

Siule: Nucleosil 100 C-18 7pm, 125 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol/Wasser - 65:35 
Flu£: lml /min 
Detection: Diodenanu. ;; 
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Taballe 1: X H- und X3 C-HMR Dataa von Epothiloa C und Epothilon D 
in VHSO hmi 300 MHx 



Kpothilon C 
H-Atorn 5 C-Atom 



2 -Ha 

2 - Kb 

3- K 
3 -OH 

6- H 

7- H 

7 - OH 

8- H 

9- Ha 

9- Hb 

10- Ha 

10- Hb 
XI -Ha 

11- Hb 
xa-H 

13- H 

14 - Ha 
X4-Kb 

15- H 
17-H 
19-H 

21- K, 

22- H 3 

23 - H, 

24- H, 

25- Ha 
2 

27 -H, 



(PP»> 



6 

(ppra) 



Epothilon D 
C-Atom 





1 


170 • 3 




2.38 


2 


38.4 


2.35 


2.50 


3 


71.2 


2.38 


3.97 


4 


S3.1 


4 .10 


5.13 


5 


217.1 


5 . 08 


3.07 


6 


45.4 


3 *11 


3.4* 


7 - 


75.9 


3 .46 


4.46 


8 


35.4 


4.46 


1.34 


9 


27.6 


1.29 


1.15 


10 


30.0 


1.14 


J> . * V 


11 


27.6 


1.38 


1.15* 


12 


124.6 


1.14* 


1.35* 


13 


133.1 


1.35* 


1.90 


14 


31.1 


1.75 


2. XI 


15 


76.3 


2.10 


5.38** 


16 


137.3 




5.44** 


17 


119.1 


5.08 


2.35 


18 


152.1 


2.30 


2.70 


19 


117.7 


2.65 


5.27 


20 


164.2 


5.29 


6.50 


21 


18.8 


6.51 


7.35 


22 


20.8 


7.35 


2.65 


23 


22.6 


2.65 


0.94 


24 


16.7 


0.90 


1.11 


25 


18.4 


1.19 


1*06 


27 


14.2 


1.07 


0.90 






0.91 
1.63 


2.10 






2.11 



2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

16 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 



6 

(ppm) 



170.1 

39.0 
70.B 
53.2 
217.4 
44.4 
75.5 
36.3 
29.9 
25.9 
■31.8* 
138.3 
120.3 
31.6* 
76.6 
137.2 
119.2 
152.1 
117.7 
164.3 
18.9 
19.7 
22.5 
16.4 
18.4 
22.9 
14.1 



• * zuordnung vartauaehbar 



(C) 1999 Copyright Derwent Information Ltd. 



WO 98/22461 PCT/EP97/B6442 



Beispiel 2i 

Epothilon A und 12, 13 -Biaepi- epothilon A aue Bpothiloa C 

50 mg Epothilon A warden in 1.5 ml Aceton gel&st und mit 1.5 ml 
einer 0.07 molaren Ldsung von Dimethyldioxiran in Aceton ver- 
setzt. Nach 6 Stunden Stehen bei Raumtemperatur wird i. Vak. 
eingedampft und durch pr&parative HPLC an Kieselgel (Laufmittel: 
Methyl - tert .butylether/Petrolether /Methanol 33 : 66 : 1) getrennt . 

Ausbeute : 

25 mg Epothilon A, R t - 3,5 min (analyt. HPLC, 7 /iin, S&ule 4 x 

250 mm, Laufmittel s. o., Flufi 1.5 ml/min) 

und 

20 mg 12,13-Bisepi-epothilon A f R t - 3.7 min, ESI-MS (pos. 
Ionen) 

m/z m 494 [M+H] + 

^H-NMR in [D4] Methanol, ausge- 

wSLhlte Signale: delta -4.32 

(3-H), 3-79 (7-H), 3.06 (12-H) , 
3.16 (13-H), 5.54 (15-H) , 6.69 

(17-H), 1.20 (22-H), 1.45 (23-H) . 



R 




12,13-Bisepi-epotriilon A R « H 
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Beispiel 3: 

Epothllon BundF, aeue Biotraneforaationsprodukte der Spothi- 
lone A und B. 



Produktionsetami 

Der Produktionsstanim Soraagivm celluloaum So ce90 wurde iro Juli 
1985 an der GBP aus einer Bodenprobe von den Ufern dee Zambesi 
isoliert und am 28.10.91 bei der Deutschen Sammlung fur Mikro- 
organismen unter Nr. DSM 6773 hinterlegt. 

Die Charakterisierung des Produzenten sowie die Kulturbedingun- 
gen sind beschrieben in: 

Hftfle, Q. ; N. Bedorf, K. Gerth & H. Reichenbach: Epothilone, 
deren Herstellungsverfahren sowie sie enthaltende Mittel. 
DE 41 38 042 Al, offengelegt am 27. Mai 1993. 

Bildung der Bpothilone E und K wihrend der Fermentation » 

Eine typieche Fermentation verliuft folgendermaSen: Ein 100 1 
Bioreaktor wird mit 60 1 Medium (0,8 % Starke; 0,2 % Glucose; 
0,2 % Soyamehl; 0,2 % Hefeextrakt; 0,1 * CaCl 2 x 2H 2 0; 0,1 % 
MgS0 4 x 7H 2 0; 8 mg/1 Fe-EDTA; pH 7.4) gefullt . Zusatzlich werden 
2 % Adsorberharz (XAD-16, Rohm & Haas) zugegeben. Das Medium 
wird durch Autoklavieren (2 Std., 120 »C) sterilisiert . Beimpft 
wird mit 10 1 einer im gleichen Medium (zusatzlich 50 mM HEPES- 
Puffer pH 7,4) im Schuttelkolben angezogenen Vorkultur (160 Upm, 
30 »C) . Permentiert wird bei 32 «C mit einer Ruhrergeschwindig- 
keit von 500 Upm und einer Beluftung von 0,2 Nl pro m 3 und Std, 
der pH Wert wird durch Zugabe von KOH bei 7,4 gehalten. Die Fer- 
mentation dauert 7 bis 10 Tage. Die gebildeten Bpothilone werden 
wihrend der Fermentation kontinuierlich an das Adsorberharz ge- 
bunden. Hach Abtrennen der Kulturbruhe (z. B. dur- "Nsiebr-, in 
einem Pr zeSfilter) wird das Harz mit 3 Bettvolut«,, : ■. csser f=-^a- 
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schen und mit 4 Bettvolumen Methanol eluiert. Das Eluat wird zur 
Trockne eingeengt und in 700 ml Methanol aufgenommen. 

HPLC- Analyse dee XAD-Bluate»: 

Gegenflber dem Auegangsvolumen des Reaktors (70 1) ist das Eluat 
100:1 konzentriert • Die Analyse wird durchgefOhrt mit einer HPLC 
Anlage 1090 der Fa. Hewlett Packard. Zur Trennung der Inhalt- 
stoffe wird eine Microbore S&ule (125/2 Nucleosil 120-5 C 18 ) der 
Fa. Machery-Nagel (Dftren) verwendet. Eluiert wird mit einem Gra- 
dienten aus Wasser/Acetonitril von anf&nglich 75:25 bis zu 50:50 
nach 5,5 Minuten. Dieses Verh&ltnis wird bis 2ur 7. Minute ge- 
halten, urn dann bis zur 10. Minute auf 100 % Acetonitril anzu- 
steigen. 

Gemessen wird bei einer Wellenl&nge von 250 nm und einer Band- 
breite von 4 nm. Die Dioden Array Spektren werden im WellenlAn- 
genbereich von 200 bis 400 nm gemessen. Im XAD-Eluat fallen zwei 
neue Substanzen mit Rt 5,29 und Rt 5,91 auf, deren Adsorptions - 
spektren mit denen von Epothilonen A bzw. B identisch sind (Abb. 
l; E entspricht A, F entspricht B) . Diese Substanzen werden 
unter den gegebenen Fermentationsbedingungen nur in Spur en 
gebildet. 

Biotransformation von Spothilon A und B zu Xpothilon B und 7: 

FQr die gezielte Biotransformation wird eine 4 Tage alte, mit 
Adsorberharz gehaltene 500 ml Kultur von So ce90 verwendet. Von 
dieser werden 250 ml unter Zurttcklassen des XAD in einen eteri- 
len 1 1 Erlenmeyerkolben viberfiihrt. Danach wird eine methanoli- 
sche L6sung einer Mischung von insgesamt 36 mg Epothilon A und 
14 mg Epothilon B zugegeben und der Kolben fur zwei Tage bei 30 
°C und 200 Upm auf einer Schiitteltruhe inkubiert. Die Bil^ ... ■. 
der Epothilone £ und £ wird direkt aus 10 pi des zentrifug '.u ^en 
Kultunlber stands analysiert (Abb. 2) . Die Umwandlung erfolgt nur 
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in Gegenwart der Zellen und ist abhangig von der eingesetzten 
Zelldichte und der Zeit. Bine Kinetik der Umwandlung ist fur 
Epothilon A in Abb. 3 dargestellt. 

Isolieruhg von Spothilon B und F 

Zur isolierung von Epothilon B und F werden drei Schuttelkolben- 
ansAtze aus der Biotransformation (s. o.) vereinigt und 1 h mit 
20 ml XAD-16 geschuttelt. Das XAD wird durch Absieben gewonnen 
und mit 200 ml Methanol eluiert. Das Eluat wird i. Vak. zu 1.7 g 
Rohextrakt eingedampft. Dieser wird zwischen 30 ml 
und ioo ml Wasser verteilt. Aus der Bthylacetatphase werden beim 
Eindampfen i. Vak. 330 mg eines oligen Rucketandes erhalten. dxe 
in funf Laufen uber eine 250 x 20 mm RP-18 Saule chromatogra- 
phiert werden (Lauf mittel : Methanol /Wasser 58:42, Detektion 254 

nm) . 

Ausbeute: Epothilon B 50 mg 

F 10 mg 

Biologiscbe Wirkung von Epothilon Bt 

in zellkulturen wurde die Konzentration beetimmt, welche das 
Wachstum um SO % reduziert (IC 50 ) und mit den Werten fur Bpothx- 
Ion A verglichen. 

IC 5 n (ng/ml) 

Zell lnie — — 

P ^^h^ion e Rpothilon ft 

HeLa. KB- 3.1 (human) 20 * 

Mausfibroblasten, L929 
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Epothilon B 

C2€H39H0 7 S [509] 

ESI-MS: (positiv Ionen) : 510.3 fttr [M+HJ + 
DC: Rf =0,58 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck. Laufmittel: Dichlormethan/Methanol = 
9:1 

Detektion: UV-L6schung bei 254 ran.. Ansprtthen rait Vanillin- 
SchwefelsAure-Reagenz, blau-graue AnfSrbung beim 
Erhitzen auf 120 °C 

HPLC: R t - 5,0 min 

SaLule; Nucleosil 100 C-18 7^m, 250 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol /Wasser - 60:40 
FluS: 1,2 ml /min 
Detektion: Diodenarray 

^H-NMR (300 MHz, CDC1 3 ) : delta » 2.38 (2-H a ), 2.51 (2-H b ) , 4.17 
(3-H), 3.19 (6-H), 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 
11-H 2 >, 2.89 (12-H), 3.00 (13-H) , 1.88 (14-H a ) , 2.07 (14-H b ), 
5.40 (15-H), 6.57 (17-H) , 7.08 (19-H) , 4.85 (21-H 2 ) , 1.05 (22- 
H 3 ), 1.32 <23-H 3 ), 1.17 (24-H 3 ), 0.97 (25-H 3 ) , 2.04 (27-H 3 ) 

Epothilon F 

C27H43NO7S 1523] 

ESI-MS: (positiv Ionen) : 524.5 far [M+H] + 
DC: Rf - 0,58 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck. Laufmittel: Dichlormethan/Methanol = 
9:1 

Detektion: UV-Ldschung bei 254 nm. Ansprflhen mit Vanillin- 
Schwefels&ure-Reagenz, blau-graue Anffirbung beim 
Erhitzen auf 120 °C. 
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HPLC: Rt 3 5 ' 4 min 

Saule: Nucleosil 100 C-18 250 x 4 mm 

Laufmittel: Methanol/Wasser - 60:40 
FluS: 1,2 ml/min 
Detection: Diodenarray 

iH-NMR (300 MH Z i CDCI3) : delta - 2.37 (2-H a ) , 2.52 (2-H b > , 4.20 
(3-H) 3 27 (6-H). 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 
11-H 2 ), 2.78 (13-H), 1.91 (14-H), 2.06 (14-H b ) . 5.42 (15-H) , 
6 58 (17-H), 7.10 (19-H), 4.89 <21-H 2 >, 1.05 (22-H 3 ) , 1-26 (23- 
H 3 ). 1.14 (24-H 3 ). 0.98 (25-H 3 ) , 1.35 (26-H 3 > , 2.06 (27-H 3 ) . 

Beiapiel 4: 

Herstellung von Bpothilon BundP durch Biotransformation mit 
Sorangium celluloBvm So ce90 

1) Durchfuhrung der Biotransformation: 

Far die Biotransformation wird eine Kultur von Sorangium celJu- 
loswn So ce90 verwendet. die fur vier Tage in Gegenwart von 2 * 
XAD 16 Adsorberharz (Pa. Rohm und Haas, Frankfurt/M. ) bei 30 »C 
und 160 upm geschuttelt wurde. Das Kulturmedium hat folgende 
Zusammensetzung in g/Liter destilliertem Wasser: Kartof f eletarke 
(Maizena). 8,- Glucose (Maizena), 8; entfettetes Sojamehl, 2, 
Hefeextrakt (Marcor) , 2; Bthylendiamintetraessigsaure, Eisen 
(III) Natrium Salz, 0,008; MgS0 4 x 7 H 2 0, 1; CaCl 2 x 2 H 2 0, 1; 
HEPBS U.S. Der pH-Wert wird vor dem Autoklavieren mit KOH auf 
7 4 eingestellt. Das XAD wird durch Sieben uber ein Bdelstahl- 
sieb (200 nm Maschenweite) von der Kultur abgetrennt. Die Bakte- 
rien werden durch Zentrifugation fur 10 min bei 10 000 Upm sedi- 
montiert urd das Pellet in 1/5 des KulturOberstandes resuspen- 
diert Zu der konzentri rten Bakteriensuspension wird nun Bpo- 
thilon A bzw. Epothilon B in methanol ischer Losung in einer Kon- 
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zentration von 0,5 g/Liter zugesetzt. Die Kultur wird wie oben 
beschrieben weiterkultiviert ♦ Zur Analyse der Biotransformation 
wird zu den gewfinschten Zeiten eine 1 ml Probe entnommen, 0,1 ml 
XAD zugegeben und die Probe fir 30 min bei 30 °C geechfittelt. 
Eluiert Wird das XAD mit Methanol. Das Eluat wird zur Trockene 
eingeengt und in 0,2 ml Methanol wieder aufgenommen. Diese Probe 
wird Tiber HPLC analyeiert. 

Abb- 4) Kinetik der Biotransformation von Epothilon A nach Epo- 
t hi Ion E 

Abb. 5) Kinetik der Biotransformation von Epothilon B nach Epo- 
thilon F. 

2) Herstellung von Epothilon E durch Biotransformation von 1 g 
Epothilon A. 

Der Stamm Sorangium celluloeum So ce90 wird ffir vier.Tage in 8,5 
1 des obigen Mediums (jedoch ohne XAD Zusatz) in einem 10 Liter 
Bioreaktor bei 30 °C, einer Drehzahl von 150 Upm und einer 
Belfiftung von 0,1 vvm angezogen. 

Anechlieftend wird die Kultur durch cross flow Filtration auf 3 1 
eingeengt. Hierzu werden 0,6 m 2 einer Membran mit einer Poren- 
gr68e von 0,3 fim verwendet. 

Die konzentrierte Kultur wird in einen 4 Liter Bioreaktor fiber- 
ffihrt und eine methanol ische LSsung von 1 g Epothilon A in 10 ml 
Methanol zugegeben. AnschlieSend wird die Kultur fiber einen 
Zeitraum von 21,5 h weiterkultiviert . Die Temperatur betrSgt 32 
°C, die Rfihrerdrehzahl 455 Upm und die Belfiftung erfolgt mit 6 
1/min. Zum Erntezeitpunkt wird 100 ml XAD zugegeben und ffir 1 h 
weiterinkubiert . Das XAD wird durch Absieben von den Zellen ab- 
getrenrit und erechfipf end mit Methanol eluiert . Das konzentrierte 
Eluat wird fiber HPLC analysiert. 
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Bilanzierung der Biotransformation: 



Epothilon A eingesetzt: 
Epothilon A nach 21,5 h wiedergefunden : 
Epothilon E nach 21,5 h gebildet: 
Epothilon A vollst&ndig abgebaut: 



iooo iog * 
53,7 mg • 
661,4 mg - 



100 % 
5,4 % 

66,1 % 
28,5 % 



Versuch 5< 

Die erf indungsgemaSen Epothilone wurden mit Zellkulturen 
(Tabelle 2) und auf Polymerisationsf6rderung (Tabelle 3) gete- 

stet • 



Tabelle 2: 



Bpothilon-Teeta mit Zellkulturen 



Epothilon 



A 
493 



B 

507 
IC-50 



C 
477 

[ng/ml] 



D 
491 



B 

509 



F 
523 



Mausfibroblasten L 929 
frfflinge Tumor?pl 1 iiueii ; 

HL-60 (Leuk&mie) 
K-562 (Leuk&mie) 
U-937 (Lymphom) 
KB-3.1 (Cervixkarzinom) 
KB-V1 (Cervixkarzinom 
multiree 

A-498 (Nierenkarzinora) 
A- 549 (Lungenkarzinom) 



4 


1 


100 


20 


20 


0.2 


0.2 


10 


3 


1 


0.3 


0.3 


20 


10 


2 


6.2 


0.2 


10 


3 


1 


1 


0.6 


20 


12 


5 


0.3 


0.3 


15 


3 


5 




1.5 


150 


20 


20 


0.7 


0.1 


30 


10 


3 



1,5 



0,3 
0,5 
0,2 
0,5 

0,6 
3 

0,1 
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Tabelle 3s 

Polymerisationstest mlt Epothilon en 

Parameter: Zeit bis zur halbmaximalen Polymerisation der Kon- 
trolle 



Messung: 


. w 


X 


y 


z 


Mittttl 


Hitt.l 












[a] 


[%] 


Kontrolle 


200 


170 


180 


210 


ISO 


100 


Epothilon A 


95 


60 


70 


70 


74 


39 


Bpothilon B 




23 


25 


30 


26 


14 


Epothilon C 


125 


76 


95 


80 


94 


49 


Bpothilon D 


125 


73 


120 




106 


56 


Epothilon E 


80 


60 


50 


45 


59 


31 


Epothilon F 


eo 


40 


30 


50 


50 


26 



Standardtest mit 0,9 mg Tubul in/ml und 1 /tM Probenkonzentration 

Der Polymerisationstest ist ein in vitro Test mit gereinigtem 
Tubulin axis Schweinehirn . Die Auawertung erfolgt photometrisch. 
Polymerisationsfdrdernde Substanzen wie die Epothilone verkftrzen 
die Zeit, bis zu der halbmaximale Polymerisation erfolgt ist, d. 
h., je kflrzer die Zeit, desto wirksamer die Verbindung. w, x, y 
und z sind vier unabh&ngige Versuche, die relative Wirksamkeit 
ist in der letzten Spalte in % der Kontrolle ausgednlckt ; wieder 
zeigen die niedrigsten Werte die beste Wirksamkeit an. Die 
Rangliste entspricht ziemlich genau der in Zellkulturen festge- 
st ell ten. 



(C) 1999 Copyright Derwent Information Ltd. 



w nrxuti - 22 - 

BUDAPEST TREATY ON TKB INTERNATIONAL 
RECOGNITION OF TKB DBPOSff OT MICROORGANISMS 
POR THE PURPOSES Or PATENT PROCEDURE 
INTERNATIONAL fORM 



caaallschafit fte 
Biotachnologiacae 

rorschung »bH 
Ma*eh*rodar Wag l 
3300 Braunachvaig 




VIABILITY STATEMBTT 

INTXRHATtOHAL DEPOSITARY AUTHORITY 



U. XDCHTinCATlOH Of THE M1CROORO AHtt* 



Gftsellsch&ft fur 
Biotachnologiseha 

yorschung nbB 
Maacharoder Mmq 1 
3300 Braunachvaig 



INTERNATIOKAL DEPOSITARY AOTHOWTY: 




1 U 4^l*4MU***&r& ' w - : .$m:**fW** 



W^*.*.^ ^^™^ <* UO ' lhB 
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BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION r THE DEPOSIT OF MICRO KGANXSMS 
FOR TIIE PURPOSES OP PATENT PROCEDURE 



INTERNATIONAL FORM 



Gfisellschmft fur 
BiotRchnologiich* 
Forschung abH 
Kaschmroder Wag 1 

3300 Braunachweig receipt in the case op an original deposit 

Itttttd pumnat to RuU 7.1 by Uu 

international depositary authority 

Identified tt Um bettam «f thti p*s« 



I. identification of the microoroanxim 



Idcntitotfon nferaftM 


livm by th« DEPOSITOR 


AMctsftoa mmbtr by the 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY; 


So C« 90 




DSM 6773 



IL SCIENTIFIC DESCRIPTION AND/OR TAXONOMC DESIGNATION 



Th> ■dcfctfniia toUfltd wdr L mb—t wu ■ ttony mUd by: 
( X ) a pMp o u d I minmlt iwl f i Hw 



(Mwh with • om what appttnhfc) 



IIL RECEIPT AND ACCEPTANCE 


ThU UtomUoaal D«pMitaiy Authority tcctpu tUt fakiw*rtuttai IdtatUk 
•n 1991-10-28 (DftU of «tfbwt dcppdft) 1 


4«ad«*L»bi 


which vm 


ncctoad by It 



IV. RECEIPT OF REQUEST FOR CONVERSION 



Tat okmrnaiam tdtatlficd oad«r I abm m racrivad by thk l&UrutWul Dtpwlury Authority «a 

(d»to*f •rifiMi d i »MU ) sad ii^it Ucwirt tba •ttgfaul dipt** to »dtp«tit undtr \h* Budapest Tmtyvu 

rathrtd by it «o (data of nedpt of rtavait for csnvanioo). 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 


i 

Niim: DSM-DEUTSCHS SAMMLUNO 

MOCROOROANISMSN UNO W- , 4 , 3REN CcS>' 

Adtm: Maaeharoder W«f 1 8 
D-SS00 Brtn— ■hw«1| 


Sisaaturafa) el p«ma(^ HLrin* (he pmr 

to tapramt tha latamatieaU Dapaaitaty Authority 

ar af aath+riaad emcUi(»): 

Data: 1991-11-05 



1 Wfcttw RuU •."(i) ^ ^, tuch d*U to Uw «UI« m which tha statu at lotamaiiawal dapaaitary tutharity m acquired. 
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Pateatanspruehe 

1. Bpothilone, dadurch gewinnbar, daS man 

(a) Sorangirm celluloewn DSM 6773 in Gegenwart eincs Adsorber- 
harzes in an eich bekannter Weiee kultiviert, 

(b ) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt und mit einem 
Wasser/Methanol-Gemisch wascht, 

(c) das gewaschene Adsorberharz mit Methanol eluiert und das 
Eluat zu einem Rohextrakt einengt, 

, d) das gewonnene Xonzentrat mit Bthylacetat extrahiert, den 
Extrakt einengt und zwischen Methanol und Hexah verteilt, 
{e) die methanolieche Phase zu einem Raffinat einengt und das 
Konzentrat an einer Sephadex-Saule fraktioniert, 

(f) eine Praktion mit Stoffwechselprodukten des eingesetzten 
Mikroorganismus gewinnt, 

(g) die gewonnene Praktion an einer C18-Umkehrphase mir einem 
Methanol/Wasser-Gemisch chromatogranhiert und in zeitlicher 

Reihenfolge 



nach einer ersten Praktion «df rhilori^ und 
einer zweiten Praktion mit Bpothion B 
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- eine dritte Fraktion mit einem ersten weiteren Bpothilon und 

- eine vierte Fraktion mit einem zweiten weiteren Epothilon ge- 
winnt und 

(hi) und das Epothilon der ersten weiteren Fraktion und /oder 
(h2) das Epothilon der zweiten weiteren Fraktion isoliert. 

2. Epothilon der Sumraenformel C26H39NO5S, gekeanzeiehnet durch 
das 1H- und 13C-NMR-Spektrum gem&S Tabelle l. 

3. Epothilon C der Formel: 



n 




4. Epothilon der Summenformel C 2 7H 41 N0 5 S # gekennxeichnet durch 
das ^-H- und 13 C-NMR-Spektrum gem&S Tabelle 1. 

5. Epothilon D der Formel: 



R 




6. Biotransformant von Epothilon A, dadu: 'jewiniir ; , dafi man 
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(a) 



Sorangiun. celluloaum DSM 6773 in Gegenwart eines Adsorber- 
harzes in an sich bekannter Weise kultiviert, vom Adsorber- 
harz abtrennt und gegebenenfalls die Gesamtmenge oder einen 
Teil der abgetrennten Kultur mit einer methanolischen Ldsung 
von Bpothilon A versetzt, 

(b) die mit Bpothilon A versetzte Kultur inkubiert und danach 
mit Adsorberharz versetzt, 

(c) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und das Bluat zu einem Rohextrakt einengt, 

(d ) den Rohextrakt zwischen Ethylacetat und Wasser verteilt, die 
Ethylacetat -Phase abtrennt und zu einem 61 einengt, 

(e) das 61 an einer umkehrphase unter folgenden Bedingungen 
chrotnatographiert : 

saulenmaterial: Nucleosil 100 C-18 7 ^ 
SaulenmaSe: 250 x 16 mm 
Laufmittel: Methanol/Wasser - 60 : 40 
Plufi: 10 ml/min 

und Praktionen mit einem Gehalt an Biotransformant, die sich 
durch UV-L6schung bei 254 nm detektieren lassen, mit einem R t - 
Wert von 20 min abtrennt und den Biotransformanten isoliert. 

7 Biotransformant von Bpothilon A nach Anspruch 6, dadurch ge- 
winnbar, dafi man bei Stufe (a) eine Kultur abtrennt, die drei 
oder vier oder mehr Tage alt ist. 

8 Biotransformant von Bpothilon A nach Anspruch 6 oder 7, da- 
durch gewinnbar, daS man bei Stufe (b) ein oder zwei c^x mehr 
Tage inkubiert ♦ 
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9. Verbindung der Summenf ormel C 2 gH39NC>7S # gekennzeichnet durch 
folgendes ^-NMR-Spektrum (300 MHz, CDCI3) : delta - 2.38 (2-H a ) , 
2,51 <2-Hb>, 4.17 (3-H), 3.19 (6-H) , 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8- 
H, 9-H 2 , 10-H 2 i 11-H 2 ), 2.89 (12-H) , 3.00 (13-H) , 1 .'88 (14-H a ) , 
2.07 (14-Hb), 5.40 (15-H) , 6.57 (17-H) , 7.08 (19-H) , 4.85 (21- 
H 2 ), 1.05 (22-H 3 ), 1.32 (23-H 3 ) # 1.17 <24-H 3 ) , 0.97 (25-H 3 ) , 
2.04 (27-H3) 

10. Verbindung (Epothilon E) der Pormel: 



HOCH 5 




Epothilon E R-H 



0 OH O 



11. Biotransf ormant von Epothilon B, dadurch gewinnbar, daS man 

(a) Sorangivm cellulosum DSM 6773 in Gegenwart eines Adsorber - 
harzes in an sich bekannter Weise kultiviert, vom Adsorber- 
harz abtrennt und gegebenenfalls die Gesamtmenge oder einen 
Teil der abgetrennten Kultur mit einer methanolischen L6sung 
von Epothilon B versetzt, 

(b) die mit Epothilon B vereetzte Kultur inkubiert und danach 
mit Adsorberharz versetzt, 

(c) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und das Eluat zu einem Rohextrakt einengt, 
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(d ) den Rohextrakt zwischen Ethylacetat und Wasser verteilt, die 
Ethylacetat-Phase abtrennt und zu einem fil einengt, 

<e> das 61 an einer Umkehrphase unter folgenden Bedingungen 
• chromatographiert : 

Saulenmaterial: Nucleosil 100 C-18 7 M ™ 
Saulenmafie: 250 x 16 mm 

Laufmittel: Methanol /Was ser - 60 : 40 
FluB: 10 ml/min 

und Praktionen mit einem Gehalt an Biotransformant, die sich 
durch UV-L6schung bei 254 nm detektieren lassen, mit einem R t - 
Wert von 24,5 min abtrennt und den Biotransformanten isoliert. 

12 Biotransformant nach Anspruch 11. dadurch gewinnbar, daS man 
bei Stufe (a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr 
Tage alt ist. 

13 Biotransformant nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gewinnbar, 
dafi man bei Stufe (b) ein oder zwei oder mehr Tage inkubiert. 

14 verbindung der Summenformel C 27 H 41 N0 7 S. gek«m«eichaet: durch 
folgendes In-NMR-Spektrum (300 MH*. CDC1 3 ) « delta = 2.37 <2-H.). 
2 52 (2-H b ), 4.20 (3-H) . 3.27 (6-H) . 3.74 (7-H) . 1.30 - 1,70 8- 
H IL 11-H 2 ), 2.78 (13-H), 1.91 CM-D. 2.06 (14-H b ) , 

(lU), 6.58 <17-H>, 7.10 <19-H>, 4.89 (2LH,). 10. (22- 
H 3 ), 1.26 <23-H 3 >, 1.14 (24-H 3 ), 0.98 <25-H 3 ), 1.35 U6-H3) , 
2.06 (27-H 3 ) 

15. Verbindung (Bpothilon F) der Formel: 
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R 




0, 



HOCH 2 



^OH 



O 



OH 0 



Epothilon F R ■ CH3 

16. Mittel fftr den Pf lanzenschutz in der Landwirtschaf t und 
Forstwirschaf t und/oder im Gartenbau, beetehend aus einem oder 
mehreren der Verbindungen gem£& einem der vorangehenden Ansprft- 
che oder einer oder mehreren dieser Verbindungen neben einem 
oder mehreren Oblichen Triger(n) und/oder Verdttnnungsmittel (n) . 

17. Therapeutisches Mittel, inebesondere zum Einsatz ale Cyto- 
statikum, bestehend aus einer oder mehreren der Verbindungen 
nach einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprtlche oder einer 
oder mehrerer der Verbindungen nach einem oder mehreren der vor- 
hergehenden AnsprQche neben einem oder mehreren Qblichen Tr&- 
ger(n) und/oder Verd&nnungsmittel (n) . 
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Patent Attorneys Letterhead 

November 17, 1997/he 

Our reference: 8824-GBF 

New International Patent Application PCT/EP 97/06442 
based on DE (1) 96 47 580.5 and DE (1) 97 07 506.1 
Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung mbH (GBF1 

Epothilone C, D, E and F, Preparation and Agents 
The present invention is concerned with epothilone C, D, E and F, with their preparation as 

well as with their application for the preparation of therapeutic agents and agents for plant 

protection. 

Epothilone C and D 

According to an embodiment, the invention is concerned with Epothilone C and D, which 
can be obtained by 

(a) cultivating Sorangium cellulosum DSM 6773 in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, 

(b) the adsorber resin is separated from the culture and is washed with a water/methanol 
mixture, 

(c) the washed adsorber resin is eluted with methanol and the eluate is evaporated to 
obtain a crude extract, 

(d) the obtained concentrate is extracted with ethyl acetate, the extract is evaporated and 
partitioned between methanol and hexane, 

(e) the methanolic phase is evaporated to a raffinate and the concentrate is fractionated on 
a Sephadex column, 

(0 a fraction is obtained with metabolic products of the microorganism used, 
(g) the obtained fraction is chromatographed on a C18-reverse-phase with a 
methanol/water mixture and the following are obtained in a time sequence, 
- after a first fraction with epothilone A and 

- a second fraction with epothilone B, 

- a third fraction with first additional epothil A 

- a fourth fraction with a second additional T A une ai Gained and 
(hi) the epothilone of the additional fraction and/oi 



(h2) the epothilone of the second additional fraction is isolated. 

Furthermore the invention is concerned with epothilone [C] having the molecular formula 
C 26 H 39 N0 5 S, characterized by the *H and I3 C-NMR spectrum according to Table 1. 

Furthermore, the invention is concerned with epothilone C having the formula: 




epothilone C R = H 

Furthermore, the invention is concerned with epothilone [D] having the molecular formula 
C^NC^S, characterized by the l H and 13 C-NMR spectrum according to Table 1. 

Furthermore, the invention is concerned with epothilone D having the formula: 



epothilone D 




Epothilone C and D can be used for the preparation of compound* having the following 
Formula 1 and, with regard to their derivatization, reference catC ~ " ade t 
derivatization methods described in WO-A-97/19 086. 



2 



0 



OR 



0 



In the above formula 1, the symbols have the following meaning: 
R = H, C M -alkyi; 
R\ R 2 , R 3 , R 4 , R 5 = H, C M -alkyl, 
Ci-6 acyl benzoyl, 
C M trialkylsilyl, 
benzyl, 
phenyl, 
alkoxy-, 

C 6 -alkyi, hydroxy and halogen-substituted benzyl or phenyl; 

but two of the groups R 1 to R 5 can be combined to form the group -(CH^- with n = 1 to 6, 
and the alkyl and acyl groups contained in these groups are straight-chain or branched 
groups; 

Y and Z are either the same or different and each stands for hydrogen, halogen, such as F, 
CI, Br or I, pseudohaiogen, such as -NCO, -NCS or -N 3 , OH, 0-(QJ-acyl, (MC^-alkyl, 
O-benzoyl, Y and Z can also be the O-atom of an epoxide, but epothilone A and B are not 
claimed, or one of the C-C bonds can be a C-C double bond. 

Thus, the 12, 13 -double bond can be selectively 

- hydrogenated, for example, catalytically or with diimine, obtaining a compound having 
formula 1 with Y = Z = H; or 

- epoxidized, for example, with dimethyldioxirane or a peracid, obtaining a compound having 
Formula 1 with Y with Z = -0-; or 

- converted to the dihalides, dipseudohalides or diazides, obtaining a compov ~ving ... v 
formula 1 with Y and Z = halogen, pseudohaiogen or N 3 . 
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Epothilone £ and F 

According to another embodiment, the invention is concerned with a biotransformant of 
epothilone A, which can be obtained by: 

(a) cultivating Sorangium cellulosum DSM 6773 in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, separating it from the adsorber resin and optionally adding a 
methanolic solution of epothilone A to the total amount or to a part of the separated 
culture, 

(b) the culture to which the epothilone A was added is incubated and then adsorber resin 
is added, 

(c) the adsorber resin is separated from the culture, eluted with methanol and the eluate is 
evaporated to a crude extract, 

(d) the crude extract is partitioned between ethyl acetate and water, the ethyl acetate 
phase is separated and evaporated to an oil, 

(e) the oil is chromatographed on a reverse phase under the following conditions: 
column material: Nucleosil 100 C-18 7/xm 

column dimensions: 250 x 16 mm 

solvent: methanol/ water = 60:40 

flow rate: 10 mL/min 

and fractions with a content of biotransformant, which can be detected by UV adsorption at 
254 nm, with an R< value of 20 minutes, is separated and the biotransformant is isolated* 

Furthermore, the invention is concerned with such a biotransformant of epothilone A, which 
can be obtained by separating a culture in step (a), which is three or four days old or more. 

Furthermore, the invention is concerned with such a biotransformant of epothilone A, which 
can be obtained by incubating step (b) one or two or more days. 

Furthermore, the invention is concerned with a compound having the molecular formula 
C^I^NOtS, characterized by the following 'H-NMR spectrum (300 MHz, CDC1 3 ): 
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Furthermore, the invention is concerned with a compound {epothilone E) having the 
following formula: 




R 



HOCH 2 



epothilone E 



R = H 



According to a further embodiment, the invention is concerned with a biotransformant of 
epothilone B, which can be obtained by 

(a) cultivating Sorangium celluloswn DSM 6773 in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, separating it from the absorber resin and optionally the total 
amount or a part of the separated culture is treated with a methanolic solution of 
epothilone B, 

(b) the culture to which the epothilone B was added is incubated and then adsorber resin 
is added, 

(c) the adsorber resin is separated from the culture, eluted with methanol and the eluate is 
evaporated to give a crude extract, 

(d) the crude extract is partitioned between ethyl acetate and water, the ethyl acetate 
phase is separated and evaporated to an oil, 

(e) the oil is chromatographed on a reverse-phase under the following conditions: 
column material: Nucleosil 100 C-18 7 /xm 

column dimensions: 250 x 16 mm 

solvent: methanol/water = 60:40 

flow rate: 10 mL/min 

and fractions with a biotransformant content that can be detected by UV absorption at 254 
nm, with an R< value of 24.5 min are separated and the biotransformant isolated. 
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Furthermore, the invention is concerned with such a biotransforrhant of epothilone B, which 
can be obtained by separating at step (a) a culture which is three or four or more days old. 



Furthermore, the invention is concerned with such a biotransformant of epothilone B, which 
can obtained by incubation at step (b) for one or two or more days. 

Furthermore, the invention is concerned with a compound having the molecular formula 
C^H^NOtS, characterized by the following l H-NMR spectrum (300 MHz, CDC1 3 ): 

delta - 2.37 (2-H a ) , 2.S2 (2-H b ) , 4.20 O-H) , 3.27 
(6-H) , 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H2, H-H 2 ) , 2.78 
(13-H). 1.81 114-R) , 2.06 (14-Hb) , 5.42 (15-H) , 6.S8 C17-H) . 

7.10 (19-H), 4.89 (21-Hj), LOS (?2-H 3 > , 1. 26 , <23-H 3 ) , 1.14 (24- 

H 3 ), 0.98 <25-K 3 ), 1.35 (26-H 3 ), 2.06 (27-H 3 ) . 

Furthermore, the invention is concerned with a compound (epothilone F) having the formula: 




epothilone F R = CH 3 

Preparation and means 

The compounds according to the invention or epothilones can be obtained with the measures 
listed above. 

Furthermore, the invention is concerned with means for plant protection in agriculture, 
forestry and/or gardening, consisting of one or more of epothilones C, D, E and F listed 
abcvc or consisting of one or several of the epothilones listed above in addition to one or 
several usual carrier(s) and/or diluent(s). 
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Finally, the invention is concerned with therapeutic agents consisting qf one or more of the 
compounds listed above or one or more of the compounds listed above together with one or 
more of common carrier(s) and/or diluent(s). These means can exhibit especially cytotoxic 
activities and/or cause immune suppression and/or can be used for the combatting of 
malignant tumors, where they are used especially preferably as cytostatic agents. 

The invention is explained in more detail and described below by the description of some 
selected practical examples. 

Examples 

Example 1 
Epothilone C and D 

A. Product strain and culture conditions corresponding to epothilone basic patent DE- 
B-41 38 042 

B. Production with DSM 6773 

75 L of culture is raised as described in the basic patent and used for inoculating a 
production fermenter with 700 L production medium consisting of 0.8% starch, 0.2% 
glucose, 0.2% soy meal, 0.2% yeast extract, 0.1% CaCl 2 -2H 2 0, 0.1% MgS0 4 -7H 2 0, 8 
mg/L of Fe-EDTA, pH = 7.4 and optionally 15 L of adsorber resin Amberlite XAD-16. 
The fermentation takes 7-10 days at 30°C, with aeration at 0.1 NL/m 3 . The p0 2 is kept at 
30% by adjusting the rate of rotation. 

C. Isolation 

The adsorber resin is separated from the culture with a 0.7 m 2 , 100 mesh process filter and 
the polar accompanying substances are removed by washing with 3 bed volumes of 
water/methanoi 2:1. A crude extract is obtained by elution with 4 bed volumes of methanol. 
This is evaporated in vacuum until the appearance of the aqueous phase. 

This is then extracted three times with the same volume of ethyl acetate. Evaporation of the 
organic phase gives 240 g of crude extract, which is partitioned between methanol and 
heptane in ordu to separate lipophilic accompanying substances. Then 180 g of raffinate is 
obtained from the methanol phase by evaporation in vacuum. This is fractionated into three 
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portions on Sephadex LH-20 (column 20 x 100 cm, 20 mL/min of methanol). The 
epothilones are contained in the fraction eluted at a retention time of 240-300 min in a total 
amount of 72 g. To separate the epothilones, the product is chromatographed in three 
portions on Lichrosorb RP-18 (15 /tm, column 10 x 40 cm, solvent 180 mL/min 
methanol/water 65:35). After the epothilone A and B, epothilone C and epothilone D are 
eluted at Rt = 90-95 min and 100-110 min, respectively. After evaporation in vacuum, each 
is obtained in a yield of 0.3 g as colorless oils. 

D. Physical properties 




epothilone C R = H 

epothilone D R = CH 3 

Epothilone C 
C^H^NOsS [477] 

ESI-MS: (positive ions): 478.5 for [M+H] + 
l H and l3 C see NMR Table. 
TLC: R f = 0.82 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck, solvent dichloromethane/methanol = 9:1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vaniUin-sulfuric acid reagent, blue- 
gray coloration upon heating to 120°C. 
HPLC: R. = 11.5 min 

CoIub- Nucleosil 100 C-ia .7 pim, 125 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 65:35 
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Flow rate: 1 mL/min 
Detection: diode array 



Epothilone D 
C^^OsS [491] 

ESI-MS: (positive ions): 492.5 for [M+H] + 
l H and 13 C, see NMR Table 
TLC: R f = 0.82 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck, solvent: dichloromethane/methanol = 9:1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent, blue- 
gray coloration upon heating to 120°C. 
HPLC: R< = 15.3 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 /xm, 125 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 65:35 
Flow rate: 1 mL/min 
Detection: diode array 



Table 1: l H and l3 C-NMR data of epothilone C and epothilone D in [D 6 DMSO at 300 MHz 



Ipethilon C Bpothilon 0 



H-Atoro 


5 


OAeom 


K 


S 


C-Atcro ' 


ft 




(ppm) 




(ppm) 


(ppm) 




(ppm) 






1 


170.3 






170.1 


2 -Ha 


2.38 


2 


39.4 


2.3S 


2 


39.0 


2-Hb 


2. SO 


3 


71.2 


2.38 


3 


70.8 


3-H 


3.97 


4 


53.1 


4.10 


4 


53.2 


3 -OH 


5.12 


5 


217.1 


5.06 


5 


217.4 


6-H 


3.07 


6 


45.4 


3.11 . 


6 


44.4 


7-K 


3.49 


7 


75.9 


3.48 


7 


76.5 


7-OH 


4.46 


8 


35.4 


4.46 


8 


36.3 


e-K 


1.34 


9 


27.fi 


1.29 


9 


29.9 


9-Ra 


1.15 


. 10 


30.0 


1.14 


10 


25.9 


9rKb 


1.40 


11 


27.8 


1.38 


11 ■ 


31.8* 


io -Ha 


1.15* 


12- 


124.6 


1.14» 


12 


138.3 


10-Kb 


1.35» 


13 


133.1 


l.as* 


13 


120.3 


11 -Ha 


1.90 


14 


.31.1 


1.75 


14 


31.6* 


ll»Hb 


2.18 


15 


78.3 


2.10 


15 


76.6 


12 -H 


5.38«* 


16 


137.3 




16 


137.2 


13 -H 


5.44*« 


17 


119 . 1 


S.06 


17 


119 . 2 


14 -Ha 


2.35 


18 


152. 1 


2.30 


IB 


152 . 1 


14 -Kb 


2.70 


19 


117.7 


2. 65 


19 


117 . 7 


15 -n 


5 .27 


20 . 


164.2 


5 <29 


20 


164 . 3 


17 -K 


6. SO 


21 


18.8 


6.51 


21 


18.9 


19-R 


7. as 


22 


20.8 


7. 38 


32 


19.7 


ai-K, 


2.65 


23 


22.6 


2.65 


33 


22.5 


22 -H, 


0.94 


24 


15.7 


0.90 


24 


16.4 


23 -H, 


1.5,1 


25 


18.4 


1.19 


25 


18.4 


24- K, 


1.06 


27 


14.2 


1.07 


26 


22.9 


2S-H., 


0.90 






0.91 


27 


14.1 


26-H, 








1.63 






27-H, 


2.10 






2.11 







*, ** Assignment interchangeable 
Example 2: 

Epothilone A and 12,13-bisepi-epotbilone A from epothilone C 

Epothilone A, 50 nej^is dissolved in 1.5 mL acetone and 1.5 mL of a 0.07 molar solution of 
dimemyldioxirani, ; V>ne k \d. After standaffe f&r 6 hours at room temperature, the 
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mixture is evaporated in vacuum and separated by preparative HPLC on silica gel (solvent: 
methyl-tert. -butyl ether/petroleum ether/methanol 33:66:1). 

Yield: 

25 mg of epothilone A, R» = 3.5 min (analytical HPLC, 7 urn, column 4 x 250 mm, solvent 
see above, flow rate 1.5 mL/min) 

and 

20 mg of 12,13-bisepi-epothilone A, R. = 3.7 min, ESI-MS (positive ions) 

m/z = 494 [M+HT 
'H-NMR in [D 4 ] methanol, selected sig- 
nals: delta = 4.32 (3-H), 3.79 (7-H), 
3.06 (12-H), 3. 16 (13-H), 5.54 (15-H), 
6.69 (17-H), 1.20 (22-H), 1.45 (23-H). 



R 




12,13-bisepi-epothilone A R = H 

Example 3: 

Epothilone E and F, new biotransformation products of epothilones A and B 
Production strain: 

The production strain, Sorangium cellulosum So ce90, was isolated from a soil sample 
collected in July 1985 at the GB£ at the banks of the Zambesi and was deposited on 
10/28/91 in the Deutsche San' fflr.^' oorganismen {Germsi* Collection for Microor- 
ganisms] under No. DSM 677S. 



11 



The characterization of the producing organism as well as the culturing conditions are 
described in: 

Hofle, G.; N. Bedorf, K. Gerth & H. Reichenbach: Epothilones, their methods of prepara- 
tion as well as agents containing them. DE 41 38 042 Al, laid open on May 27, 1993. 

Formation of epothilones E and E during fermentation: [probably should be epothilones A 
and E - Translator] 

A typical fermentation runs as follows: a 100 L bioreactor is filled with 60 L medium (0.8% 
starch; 0.2% glucose; 0.2% soy meal; 0.2% yeast extract; 0.1% CaCl2-2H 2 0; 0.1% 
MgSGy7H 2 0; 8 mg/L of Fe-EDTA; pH 7.4). In addition, 2% adsorber resin (XAD- 16, 
Rohm & Haas) was added. The medium is sterilized by autoclaving (2 hours, 120°C). 
Inoculation is done with 10 L of a preculture raised in a shaking flask in the same medium 
(in addition: 50 mM HEPES buffer pH 7.4) (160 rpm, 30°C). The fermentation is carried 
out at 32°C at a stirrer velocity of 500 rpm and aeration with 0.2 NL per m 3 and hour. The 
pH value is kept at 7.4 by the addition of KOH. The fermentation takes 7 to 10 days. The 
formed epothilones are bound to the adsorber resin continuously during the fermentation. 
After separation of the culture broth (for example, by sieving in a process filter) the resin is 
washed with 3 bed volumes of water and eluted with 4 bed volumes of methanol. The eluate 
is evaporated to dryness and is taken up in 700 mL of methanol. 

HPLC analysis of the XAD eluate: 

With respect to the initial volume of the reactor (70 L), the eluate is concentrated 100: L 
The analysis is carried out with an HPLC unit 1090 made by Hewlett Packard. A Microbore 
column (125/2 Nucleosil 120-5 C ta ) made by Machery-Nagel (Duren) is used for separating 
the components. The elution is done with a water/acetonitrile gradient from initially 75:25 to 
50:50 after 5.5 minutes. This ratio is then maintained till the 7th minute and then increased 
to 100% acetonitrile up to the 10th minute. 

The measurement is carried out at a wavelength of 250 nm and with a band width of 4 nm. 
The diode array spectra are measured in the wavelength region from 200 to 400 nm. In the 
XAD eluate, two new substances are noticed with R. of 5.29 and R, of 5.91; the adsorption 
spectra of these are identical to those of epothilones A and B, respectively (Figure \ ; e 
corresponds to A, F corresponds to B). ."•>•. subs^v* are formed only in. traces under 
the given fermentation conditions. v 
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Biotransformation of epothilone A and B to epothilone E and F: 

For the directed biotransformation, a 4-day old culture of So ce90, 500 mL, is used, kept 
with adsorber resin. Of this, 250 mL is introduced into a sterile 1 L Erlenmeyer flask 
leaving the XAD behind. After that, a methanoiic solution of a mixture of a total of 36 mg 
of epothilone A and 14 mg of epothilone B is added and the flask is incubated for two days 
at 30°C and 200 rpm on a shaking chest [literal]. The formation of epothilone E and F is 
analyzed directly on 10 /iL of the centrifuged culture supernatant (Figure 2). The conversion 
occurs only in the presence of the cells and is dependent on the cell density used and on the 
time. The kinetics of conversion for epothilone A is shown in Figure 3. 

Isolation of epothilone E and F 

To isolate epothilone E and F, the shaking flask batches from the biotransformation (see 
above) are combined and are shaken for 1 hour with 20 mL of XAD- 16. The XAD is 
recovered by sieving and is eluted with 200 mL of methanol. The eluate is evaporated in 
vacuum to 1.7 g crude extract. This is then partitioned between 30 mL of ethyl acetate and 
100 mL of water. Upon evaporation in vacuum, 330 mg of an oily residue is obtained from 
the ethyl acetate phase. This is chromatographed in five runs through a 250 x 20 mm RP-18 
column (solvent: methanol/water 58:42, detection 254 nm). 

Yield: Epothilone E 50 mg 



Biological effect of epothilone E: 

Using cell cultures, the concentration which reduces growth by 50% (IC^ was determined, 
and the results were compared with the values for epothilone A. 



F 



10 mg 



ceiiliae 



ICso (ng/mL) 



HeLa. KB-3.1 (human) 
mouse fibroblasts, L929 



epothilone E 
5 

20 



epothilone A 
1 
4 
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Epothilone E 
CmH^HOtS [509] 

ESI-MS: (positive ions): 510.3 for [M+H] + 
TLC: R f = 0.58 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck. Solvent: dichloromethane/methanol = 9: 1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent; blue- 
gray coloration upon heating to 120°C 

HPLC: R, = 5.0 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 /im, 250 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 60:40 
Flow rate: 1.2 mL/min 
Detection: diode array 

l H-NMR (300 MHZ.,! CDCI3) : dalta - 2.38 (2-H a ) , 2.51 (2-Hfc,) , 4.17 
(3-K) , 3.19 (6-HO, 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 
11-H 2 >, 2.89 (12j-H>, 3.00 (13 -H) , 1.88 (14-H a ) / 2.07 (14-Hfa) , 
5.40 (15-H), 6.57 (17-H), 7.08 (19-H) , 4.85 (21-H2) , 1-05 (22- 
H 3 ), 1.32 (23-H 3 ), 1.17 (24-H 3 ) , 0.97 (2S-H 3 > . 2.04 (27-K 3 ) 

Epothilone F 
C^NC^S [523] 

ESI-MS: (positive ions): 524.5 for [M+H] + 
TLC: R f = 0.58 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck. Solvent: dichloromethane/methanol = 9:1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent; blue- 
gray coloration upon heating to 120°C 

HPLC: R, = 5.4 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 jim, 250 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 60:40 
Flow rate: 1.2 mL/min 
Detection: diode array 
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^H-NMR (300 m z , CDCI3): delta - 2.37 (2-H a ) , 2.52 (2-%) , 4.20 
(3-H), 3.27 (€-H), 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 
11-H 2 ) , 2.78 (13-H), 1.91 (14-H), 2.06 (14-Hb) , 5.42 (15-H) , 
6. SB (17-H), 7.10 (19-H), 4.89 (2I-H2) . 1.05 (22-H 3 ) , 1.26 (23- 
H 3 ), 1.14 (24-H3), 0.98 (25-K 3 ), 1.35 (26-H 3 ) , 2.06 (27-K 3 ) . 

Example 4: 

Preparation of epothilone E and F by biotransformation with Sorangium ceUulosum So 
ce90 

1) Carrying out the biotransformation 

A culture oi Sorangium ceUulosum So ce90, which was shaken for four days in the presence 
of 2% XAD 16 adsorber resin (Rohm und Haas, Frankfurt/M.) at 30°C and 160 rpm, was 
used for the biotransformation. The culture medium has the following composition in g/liter 
of distilled water: potato starch (Maizena), 8; glucose (Maizena) 8; defatted soy meal, 2; 
yeast extract (marcor), 2; ethylenediaminetetraacetic acid, iron(III) sodium salt, 0.008; 
MgS0 4 -7H 3 0, 1; CaCl,-2H 2 0, 1; HEPES 11.5. The pH value is adjusted to 7.4 with KOH 
before autoclaving. The XAD is separated from the culture by sieving through a stainless 
steel screen (mesh size 200 /xm). The bacteria are sedimented by centrifuging for 10 minutes 
at 10,000 rpm and the pellet was resuspended in 1/5 of the culture supernatant. Now,- 
epothilone A or epothilone B in methanolic solution is added to the concentrated bacterial 
suspension at a concentration of 0.5 g/L. The culture is cultured further as described above. 
For the analysis of biotransformation, at the desired times, a 1 mL sample is taken, to which 
0.1 mL of XAD is added and then the sample is shaken for 30 minutes at 30°C. The XAD 
is eluted with methanol. The eluate is evaporated to dryness and taken up again in 0.2 mL 
of methanol. This sample was analyzed by HPLC. 

Figure 4) Kinetics of the biotransformation of epothilone A to epothilone E 

Figure 5) Kinetics of the biotransformation of epothilone B to epothilone F 
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2) Preparation of epothilone E by biotransformation of 1 g of epothilone A 

The strain Sorangium cellulosum So ce90 is cultured for four days in 8.5 L of the above 
medium (but without the addition of XAD) in a 10 liter bioreactor at 30°C at a rate of 
rotation of 150 rpm and with aeration of 0.1 wm. 

Then the culture is concentrated to 3 L by cross flow filtration. A membrane with a pore 
size of 0.3 fxm and an area of 0.6 m 2 was used for this purpose. 

The concentrated culture is transferred into a 4 liter bioreactor and a methanolic solution of 1 
g of epothilone A in 10 mL of methanol is added. Then the culture is cultured further over a 
period of 21.5 h. The temperature is 32°C, the stirrer rotation rate 455 rpm and the aeration 
is done at a rate of 6 L/min. At the time of harvesting, 100 mL of XAD is added and the 
mixture is incubated further for 1 hour. The XAD is separated from the cells with a screen 
and then eluted exhaustively with methanol. The concentrated eluate is analyzed by HPLC. 

Balancing of the biotransformation: 

epothilone A used: 1000 mg = 100% 

epothilone A found after 21.5 h: 53.7 mg = 5.4% 

epothilone E formed after 21,5 h; 661.4 mg = 66. 1 % 
epothilone A completely degraded: = 28.5% 



Experiment 5: 

The epothilones according to the invention are tested with cell cultures (Table 2) and for 
promoting polymerization (Table 3). 
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Table 2: 



Epothilone test with cell cultures 



epothilone 


A 


B 


C 


D 


E 


F 




493 


507 


477 


491 


509 


523 








IC-50 [ng/mLj 






mouse fibroblasts L 929 


4 


1 


100 


20 


20 


1.5 


human tumor cell lines: 














HL-60 (leukemia) 


0.2 


0.2 


10 


3 


1 


0.3 


K-562 Oeukemia) 


0.3 


0.3 


20 


10 


2 


0.5 


U-937 (lymphoma) 


0.2 


02 


10 


3 


1 


ft *9 


KB-3.1 (cervical cancer) 


1 


0.6 


20 


12 


5 


0.5 


KB- VI (cervical cancer multires) 


0.3 


0.3 


15 


3 


5 


0.6 


A-498 (kidney cancer) 




1.5 


150 


20 


20 


3 


A-549 (lung cancer) 


0.7 


0.1 


30 


10 


3 


0.1 



Table 3: Polymerization test with epothilone 

Parameter: time to (he half-maximum polymerization of the control 





w 


X 


y 


z 


mean, [si 


mean, [%] 




200 


170 


180 


210 


190 


100 


epothilone A 


95 


60 


70 


70 


74 


39 






23 


25 


30 


26 


14 




125 


76 


95 


80 


94 


49 




125 


73 


120 




106 


56 




80 


60 


50 


45 


59 


31 


epothilone F 


80 


40 


30 


50 


50 


26 



Standard test with 0.9 mg of tubulin/mL and 1 pM of sample concentration 

The polymerization test is an in-vitro test with purified tubulin from pig brain. The 
evaluation is done photometrically. Polymerization-promoting substances, such as ^pothi- 
lones, shorten the time elapsed till the half-maximum polymerization, that is, the shorter the 
time, the more effective the compound, w, x, y and z are four independent experiments and 
the relative effectiveness is expressed in the last column in % of the control; again, the 
lowest values show the best effectiveness. Thus,, the list corresponds quite accurately to that 
found in the cell cultures. 
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November 17, 1997/he 



Our reference: 8824 

New International Patent Application PCT/EP 
Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung mbH (GBF) 

Patent Claims 

1. Epothilones, obtainable by the fact that 

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 is cultured in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, 

(b) the adsorber resin is separated from the culture and is washed with a water/methanol 
mixture, 

(c) the washed absorber resin is eluted with methanol and the eluate evaporated to a 
crude extract, 

(d) the obtained concentrate is extracted with ethyl acetate, the extract is evaporated and 
partitioned between methanol and hexane, 

(e) the methanolic phase is evaporated to a raffinate and the concentrate is fractionated on 
a Sephadex column, 

(f) a fraction with metabolic products of the microorganism used is recovered, 

(g) the recovered fraction is chromatographed on a C18-reverse-phase, with a metha- 
nol/water mixture and it is recovered in the time sequence 

- after a first fraction with epothilone A and 

- a second fraction with epothione [sic] B 

- a third fraction with a first additional epothilone and 

- a fourth fraction with a second additional epothilone and 
(hi) the epothilone of the first additional fraction and/or 

(h2) the epothilone of the second additional fraction is isolated. 

2. Epothilone having the molecular formula C26H 39 N0 3 S, characterized by the *H and 
13 C-NMR spectrum according to Table 1. 
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3. Epothilone C having the formula: 



R 




epothilone C R = H 

4. Epothilone is the molecular formula C^H^NC^S, characterized by the *H and 13 C- 
NMR spectrum according to Table 1. 

5. Epothilone D having the formula: 




epothilone D R = CH 3 

6. Biotransformant of epothilone A, obtainable by the fact that 

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 is cultured in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, is separated from the adsorber resin and optionally the total 
amount or a part of the separated culture is treated with a methanolic solution of 
epothilone > , 
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(b) the culture to which epothilone A was added is incubated and then an adsorber resin 
is added, 

(c) the adsorber resin is separated from the culture, eluted with methanol and the eluate is 
evaporated to a crude extract, 

(d) the crude extract is partitioned between ethyl acetate and water, the ethyl acetate 
phase is separated and evaporated to an oil, 

(e) the oil is chromatographed on a reverse-phase under the following conditions: 
column material: Nucleosil 100 C-18 7/*m 

column dimension: 250 x 16 mm 

solvent: methanol/water — 60:40 

flow rate: 10 mL/min 



and fractions which contain a biotransformant, which can be detected by UV absorption at 
254 nm, having an R, value of 20 minutes, are separated and the biotransformant isolated. 

7. Biotransformant of epothilone A according to Claim 6, obtainable by separating in 
step (a) a culture which is three or four or more days old. 

8. Biotransformant of epothilone A according to Claim 6 or 7, obtained by incubating 
the mixture in step (b) for one or two or more days. 

9. Compound having molecular formula CmHjsNOtS, characterized by the following 
•H-NMR spectrum (300 MHz, CDC1 3 ): delta = 2.38 (2-HJ, 2.51 (2-Hk), 4.17 (3-H), 3.19 
(6-H), 3.74 (7-H), 1.30-1.70 (8-H, 9-H„ 10-H 2 , 11-Hj), 2.89 (12-H), 3.00 (13-H), 1.88 (14- 
HJ, 2.07 (14-H„), 5.40 (15-H), 6.57 (17-H), 7.08 (19-H), 4.85 (21-H,), 1.05 (22-H 3 ), 1.32 
(23-H 3 ), 1. 17 (24-H 3 ), 0.97 (25-H 3 ), 2.04 (27-H 3 ). 
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10, 



Compound (epothilone E) having the formula: 



HOCH 




O OH 0 



epothilone ER = H 

1 1. Biotransformant of epothilone B, obtainable by the fact that 

(a) Sorangium cellulosum DSM 6773 is cultured in the presence of an adsorber resin in 
the known manner, separated from the adsorber resin and optionally a methanolic 
solution of epothilone B is added to the total amount or to a part of the separated 
culture, 

(b) the culture to which the epothilone B was added is incubated and then adsorber resin 
is added, 

(c) the adsorber resin is separated from the culture, eluted with methanol and the eiuate is 
evaporated to a crude extract, 

(d) the crude extract is partitioned between ethyl acetate and water, the ethyl acetate 
phase is separated and evaporated to an oil, 

(e) the oil is chromatographed on a reverse-phase under the following conditions: 
column material: Nucleosil 100 C-18 7/xm 

column dimension: 2S0 x 16 mm 

solvent: methanol/water = 60:40 

flow rate: 10 mL/min 

and fractions with a biotransformant content, which can be detected by UV absorption at 254 
nm, with an R< value of 24.S minute, are separated and the biotransformant isolated. 

12. 1 ^ ^^foi^^TBcmiding to Clafri 11, obtainable by separating a culture in step (a), 
which Oy.ee or foiif or more^days old. 
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13. Biotransformant according to Claim 11 or 12, obtainable by incubating the mixture at 
step (b) for one or two or more days. 



14. Compound having the molecular formula C^NC^S, characterized by the follow- 
ing 'H-NMR spectrum (300 MHz, CDC1 3 ): delta = 2.37 (2-HJ, 2.52 (2-H b ), 4.20 (3-H), 
3.27 (6-H), 3.74 C7-H), 1.30-1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , U-Hj), 2.78 (13-H), 1.91 (14-H), 
2.06 (14-HJ, 5.42 (15-H), 6.58 (17-H), 7.10 (19-H), 4.89 (21-H,), 1.05 (22-H 3 ), 1.26 (23- 
H 3 ), 1.14 (24-H 3 ), 0.98 (25-H 3 ), 1.35 (26-H 3 ), 2.06 (27-H 3 ). 

15. Compound (epothilone F) having the formula: 



HOCH 




epothilone F R - CH 3 

16. Agent for plant protection in agriculture and forestry and/or gardening, consisting of 
one or several compounds according to one of the previous claims, or of one or several of 
these compounds in addition to one or several of the usual carriers) and/or dUuent(s). 

17. Therapeutic agent, especially for use as a cytostatic agent, consisting of one or several 
of the compounds according to one or several of the previous Claims, or of one or several of 
the previous compounds according to one or several of the previous Claims in addition to one 
or several of the usual carrier(s) and/or diluent(s). 
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Figure 1. HPLC analysis of an XAD eluate at the end of a fermentation 
Epothilon = Epothilone 




Figure 2. Enrichment of epothilone E and F in a fermentation broth after feeding a mixture of epothilone 
A and B, analyzed after 48 hour of incubation 
Epothilon = Epothilone 
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Figure 3. Kinetics of biotransformation of epothilone A to ep thilone E by Sorangium cellulosum So ce90 
Key: 

Epothilon = Epothilone 

on top: biotransformation of epothilone A 

ordinate: epothilone [mg/L] 

abscissa: incubation time [hours] 
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Figure 4 

Key: 

on top: biotransformation of epothilone A to epothilone E 
inside the Figure: total epothilone 

epothilone A 

epothilone E 

ordinate: epothilones [%] 
abscissa: incubation time [h] 
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Figure 5 

Key: 

on top: biotransformation of epothilone B to epothilone E [corrected to F] 
inside the Figure: total epothilone 

epothilone B 

epothilone F 

ordinate: epothilones [%] 
abscissa: incubation time [h] 
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November 17, 1997/he 

Abstract 

Our reference: 8824-GBF 

New International Patent Application PCT/EP 

based on DE (1) 96 47 580.5 and DE (1) 97 07 506.1 

Gesellschaft fur Biotechnologische Forschung mbH (GVF) 

Epothilones C, D, E and F, preparation and agents 

The present invention concerns epothilones C, D, E and F, their preparation as well as their 
application for the preparation of therapeutic agents and agents for plant protection 
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Epothilone E and F 
Production strain: 

The production strain Sorangium cellulosum So ce90 was isolated in July 1985 at GBF from 
a soil sample from the banks of the Zambesi and deposited on 10/28/91 at the Deutsche 
Sammlung fur Mikroorganismen [German Collection for Microorganisms] under No. DSM 
6773 . 

The characterization of the producing organisms and the culturing conditions are described 
in: HSfle, G.; N. Bedorf, K. Gerth &. H. Reichenbach: Epothilones, their preparation as 
well as agents containing them, DE 41 38042 Al, laid open on May 27, 1993. 

Formation of epothilones E and E [sic] during fermentation: 

Epothilone E and F, new biotransformation products of epothilones A and B 

Production strain: 

The production strain, Sorangium cellulosum So ce90, was isolated from a soil sample 
collected in July 1985 at the GBF at the banks of the Zambesi and was deposited on 
10/28/91 in the Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen [German Collection for Microor- 
ganisms] under No. DSM 6773. 

The characterization of the producing organism as well as the culturing conditions are 
described in: 

Hdfle, G.; N. Bedorf, K. Germ & H. Reichenbach: Epothilones, their methods of prepara- 
tion as well as agents containing them. DE 41 38 042 Al, laid open on May 27, 1993. 

Formation of epothilones E and E [sic] during fermentation: 

A typical fermentation runs as follows: a 100 L bioreactor is filled with 60 L medium (0.8% 
starch; 0.2% glucose; 0.2% soy meal; 0.2% yeast extract; 0.1% CaClj-2H 3 0; 0.1% 
MgSCv7H a O; 8 mg/L of Fe-EDTA; pH 7.4). In addition, 2% adsorber resin (XAD-16, 
Rohnv&-Haas) was added. The medium is sterilized by autoclaving (2 hours, 120°Q. 
Inoculation is done with 10 L of a preculture raised in a shaking flask in the same medium 
(in addition: 50 mM HEPES buffer pH 7.4) (160 rpm, 30°C). The fermentation is carried 
out at 32°C at a stirrer velocity of 500 rpm and aeration with 0.2 NL per m 3 and hour. The 



30 



pH value is kept at 7.4 by the addition of KOH. The fermentation takes 7 to 10 days. The 
formed epothilones are bound to the adsorber resin continuously during the fermentation. 
After separation of the culture broth (for example, by sieving in a process filter) the resin is 
washed with 3 bed volumes of water and eluted with 4 bed volumes of methanol. The eluate 
is evaporated to dryness and is taken up in 700 mL of methanol. 

HPLC analysis of the XAD eluate: 

With respect to the initial volume of the reactor (70 L), the eluate is concentrated 100:1. 
The analysis is carried out with an HPLC unit 1090 made by Hewlett Packard. A Microbore 
column (125/2 Nucleosil 120-5 C 18 ) made by Machery-Nagel (Dttren) is used for separating 
the components. The elutibn is done with a water/acetonitrile gradient from initially 75:25 to 
50:50 after 5.5 minutes. This ratio is then maintained till the 7th minute and then increased 
to 100% acetonitrile up to the 10th minute. 

The measurement is carried out at a wavelength of 250 nm and with a band width of 4 nm. 
The diode array spectra are measured in the wavelength region from 200 to 400 nm. In the 
XAD eluate, two new substances are noticed with R, of 5.29 and R» of 5.91; the adsorption 
spectra of these are identical to those of epothilones A and B, respectively (Figure 1; e 
corresponds to A, F corresponds to B). These substances are formed only in traces under 
the given fermentation conditions. 

Biotransformation of epothilone A and B to epotbilone E and F: 
For the directed biotransformation, a 4-day old culture of So ce90, 500 mL, is used, kept 
with adsorber resin. Of this, 250 mL is introduced into a sterile 1 L Erlenmeyer flask 
leaving the XAD behind. After that, a methanolic solution of a mixture of a total of SO mg 
of epothilone A + B is added and the flask is [incubated] for two days at 30°C and 200 
rpm on a shaking chest Diterai]. The formation of epothilone E and F is analyzed directly on 
10 nL of the centrifuged culture supernatant (Figure 2). The conversion occurs only in the 
presence of " the cells and is dependent on the cell density used and on the time. The kinetics 
of conversion for epothilone A is shown in Figure 3. 

Isolation of epothilone E and F 

'c : ...;.Xo isolate epothilciiw E and F, the shaking flask batches from the biotransformation (see 
above) are combined and are shaken for 1 h ur with 20 mL of XAD- 16. The XAD is 
recovered by sieving and is eluted with 200 mL of methanol. The eluate is evaporated in 
vacuum to 1.7 g crude extract This is then partitioned between 30 mL of ethyl acetate and 
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100 mL of water. Upon evaporation in vacuum, 330 mg of an oily residue is obtained from 
the ethyl acetate phase. This is chromatographed in five runs through a 250 x 20 mm RP-18 
column (solvent: methanol/water 58:42, detection 254 nm). 

Yield: Epothilone E 50 mg 

F 10 mg 



Biological effect of epothilone E: 

Using cell cultures, the concentration which reduces growth by 50% (IQq) was determined, 
and the results were compared with the values for epothilone A. 

ceiUins IC m fng/mU 

epothilone E epothilone A 

HeLa. KB-3.1 (human) 5 1 

mouse fibroblasts, L929 20 4 




O OH O 



EpothllonE R»H 
epothllonP R-CH S 
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Epothil ne E 
C^HwHOtS [509] 

ESI-MS: (positive ions): 510.3 for [M+H] + 
TLC: R f = 0.58 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck. Solvent: dicMoromethane/methanol = 9:1 
Detection: UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent; blue- 
gray coloration upon heating to 120°C 

HPLC: R, = 5.0 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 /im, 250 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 60:40 
Flow rate: 1.2 mL/min 
Detection: diode array 

'H-NMR(300 MHx.CDCl^: 8-2.38 (2-FJJ, 2.51 (2-H|), 4.17 (3-H) P 3.19 (6-H), 
3.74 (7.H). 1,30-1 .70 (Mi 9-H,. 10-H,, ll-H,)* 2.89 (12-H). 3.00 (13-H), 1 .88 <M>lU 2.07 
(14-UO. 5 40 C1S-H), 6.37 (17-H). 7.08 (19-H), 4.85(21-H,), t.05(22-H,). 1.32(23-7],). 1.17 
(24-H,), 0.97 (25-HO, 204 (27-Hj) 

Epothilone F 
C^^NOtS [523] 

ESI-MS: (positive ions): 524.5 for [M+H] + 
TLC: R, = 0.58 

TLC: aluminum foil 60 F 254 Merck. Solvent: dichloromethane/methanol = 9: 1 
Detection: . UV absorption at 254 nm. Spraying with vanillin-sulfuric acid reagent; blue- 
gray coloration upon heating to 120°C 

HPLC: R, ■ 5.4 min 

Column: Nucleosil 100 C-18 7 nm, 250 x 4 mm 
Solvent: methanol/water = 60:40 
Flow rate: 1.2 mL/min 
Detection: diode array 

•H-hfi^ ^OMI^^DCl,): o»2.37(2-H0. 2.32 (2-HJ. 4.20 <3-H), 3.27 (6-fI), 3 74 
(7-HS MO. 1 .70 (h*H, 9-H* 10-11,. U-H,), 2.78 (13-H). 1.91 <14-H,), 2.06 (I4-H0. 
5.42(15.11), 6.58(1741), 7.10<19-H), 4,89 (21-H,). l.05(22rHi). 1.26(23-Hj), 1.14 
(24-H,). 0.98C25-H0, 1.35 (26-HJ. 2.06(2741,). 
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Patent Claims 




EpothllonE R«H 
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Figure 1. HPLC analysis of an XAD eluate at the end of a fermentation 
Epothilon = Epothilone 
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Figure 2. Enrichment of epothilone E and F in a fermentation broth after feeding a mixture of epothilone 
A and B, analyzed after 48 hour of incubation 
Epothilon = Epothilone 
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Figure 3. Kinetics of biotransformation of epothilone A to epothilone E by Sorangium cellulosum So ce90 

Key: 

Epothilon = Epothilone 

on top: biotransformation of epothilone A 

ordinate: epothilone [mg/L] 

abscissa: incubation time [hours] 
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